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論 文 内 容 要 旨
第1章 緒 言
リポキ シゲナー一ゼ(LOX、EC1.13.11.12)は 、動植物 界に広 く分
布 して お り、分 子状酸素 の付加 によ り、 シス、 シスー1、4一 ペ ンタ ジエ ン構造 を
もっ不飽和脂肪 酸 の過酸化 を触媒す る。食品化学 的立場 か らは、脂質 の酸化 を促進
す るだけでな く、特 に、植物性食品 で は、 ヒ ドロペル オキ シ ド(HPO)リ アーゼ
の存在 によ ってモ ノ ヒ ドロペルオキ シ ドは分解 し、オ フフ レーバーの原因 となるア
ルデ ヒ ド類 を生 成す ることが知 られてい る。 また、動物 のLOXは 、最近 にな って
ア ラキ ドン酸 代謝物の ロイ コ トリエ ン類 が炎症 の メデ ィエー ター として作用す る こ
とが注 目 され てお り、多様 な生体内調節反応 との関連 が明 らかにな りつっあ る。
一方 、魚類 は様 々な生理機能を有す ると考 え られて いるn-3系 高度不飽 和脂肪
酸 に富む な ど有用 な食品 と して注 目 されて いるが、反面、脂質 の劣化が速 い ことお
よ び魚臭 の発生 な どの原因で利用 の拡 大が進んで いないのが現状であ る。
魚 類の脂質劣化機構 は、お もにヘ ムタ ンパ ク質 をは じめ とす る金属が触媒す るも
の と考 え られて い るが、近 年、当研 究室のChoら によ って、 マイワシの皮部 に、熱
に不安定 な脂質過酸化促進 物質 が存 在 して お り、 ヘムタ ンパク質を多 く含んでい る
血 合肉 にお ける活性 よ りも高 い ことが示 されて いる。 また、Hsiehら によって も、
数種類 の魚 の皮部 およびエ ラ部 に脂質酸化 促進 活性 が存在 してお り、マ スのエラで
はア ラキ ドン酸12-LOXが ある こと、お よび短鎖 の アルデ ヒ ド類 の生成 に関与
す る ことが示 されて いる。 しか し、数種 の魚皮 で酸化 促進 酵素 の存在が示 されて い
る ものの、魚皮 には非酵素的酸化促進物質 も存在 してい るため、酵素的特性 が明 ら
か にな ってお らず、 それ らが本当 にLOXで あ るかの証明 もされて はいない。
そ こで本研 究で は、 これ らの脂質酸化促進物質 を精製 、諸性質を検討 し、LOX
であ る ことの証 明を行 った。 また、魚 臭 の生成機構解 明に重要 と考 え られるHPO
リアーゼ活性 の存在 および諸性質の検討 を行 った。
第2章 マ イ ワシ皮 中に存在 する リポキ シゲナーゼ様酵素の精製
新 鮮 な マ イ ワ シ(Sardinops鋤elanostictus)あ 皮 を と り 、0.05Hリ ン 酸 ナ ト リ ウ
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ム緩 衝 液(pH7.0)で 抽 出 して粗 酵 素 液 を得 た。 粗 酵 素 液 は 、3種 類 の カ ラ ム ク ロ
マ トグ ラフ ィー(SephadexG-200,C瓢SephadexC-50、 ヒ ドロキ シアパ タ イ ト)に
供 した 。 そ れ ぞ れ の活 性 画分 を集 め て精 製 を行 った と ころ 、Native-PAGE上 、単 一
の バ ン ドを与 え る タ ンパ ク質 を得 る こ とが で き、最 終 的 に約1400倍 まで精 製 され 、
活性 回収 率 は1.3%で あ った(Fig.1～4,Table1)。
第3章 マイ ワシ皮 における リポキ シゲナーゼの存在 とその諸性質
本 タ ンパ ク質 は分 子 量18,000の モ ノ ペ ブ チ ドで あ り(Fig.5)、 ま た 、100℃ 、1
0分 の加 熱 で 失 活 、 至 適pHは7付 近 で あ りpH6～10の 範 囲 で安 定 で あ った 。
次 に、 各 種 の 高度 不 飽和 脂 肪 酸 に対 す る反 応 性 を酸 素 吸 収 に よ り比 較 した と ころ 、
トラ ンス型 脂 肪 酸 に は全 く作 用 せず 、 シス型 脂 肪 酸 に 特 異 的 に作 用 した。 生 体 内 に
含 まれ る高 度 不 飽 和脂 肪 酸 の うち、 リノ ー ル酸 お よ び α 一 リノ レ ン酸 に対 し高 い活
性 を 示 し、 エ ス テ ル型脂 肪 酸 に対 す る作 用 もみ られ た(Table2)。 こ れ らの こと か
ら、本 活 性 は 、 従 来 知 られ て い るLOXと 比 べ て非 常 に特 異 で あ る こ とが考 え られ
た 。 これ らの高 度 不 飽 和脂 肪 酸 か ら生 成 す る、HPOの 立 体 選 択 性 につ い て検 討 し
た 。 リノ ー ル酸 か ら13(S)一HPOを 選 択 的 に生 成 し、 マ イ ワ シ皮 中 に リノ ー
ル 酸13(S)一Loxが 存 在 して い る こ とが 明 らか に な った(Fig .6、7)。 更 に 、
EPAを 基 質 と した場 合15-HPoが 生 成 して お り(Fig.8)、 マ イ ワ シ皮Lo
Xは 、脂 肪 酸 の メチ ル末 端 か ら6番 目の 炭 素 に ヒ ドロペ ル オキ シル 基 を 導 入 す る酵
素 で あ る こ とが 示 され た。
本 酵 素 は、 プ ロ トヘ ム1Xを もっ ヘ ム タ ンパ ク質 で あ り(Fig.9)、 金 属 キ レー ト
剤 、 ヘ ム阻 害 剤 で 阻 害 され(Table3)、 また 、 金 属 イ オ ン に よ る活 性 安 定 化 を うけ
た(Table4)。 また 、 補酵 素 類 お よ び リン脂 質 に よ り阻害 され た 。 特 に リ ン脂質 で
は、PE,PSお よび18:1を ア シル 基 に もっ もの が強 い 阻 害力 を 示 した 。(Tab
le5,6)
第4章 マイ ワシ表層粘液層 リポキ シゲ ナー ゼの性質
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新鮮 なマイ ワシの表層粘液層 を脱脂綿でふ きとり、粘 液層粗抽 出液 を得た。表層
粘液層 の リノール酸酸化促進活性 は、皮その もののそれ よ りも、 タ ンパク質 あた り
約2倍 近 く高 い値 を示 し(Fig.10)、 また、100℃ 、10分 の加 熱で半減 、60分 でほ
ぼ完全 に失活 した(Fig.11)。 この ことか ら、表層粘液層 に も、加熱 によ り失活す
る酸化促進物質が存在す るもの と考 え られた。各 種 クロマ トグ ラフ ィー上 の挙動、
および リノール酸酸化生成物 の立体選択性 は、皮LOXと 全 く同一で あ り、本物 質
は、皮中 に存在す るLOXカ1粘 液 中に分泌 されて いる もの と予想 された。
魚類 の表層粘液 は、外界か らの防御機構 を もっ ことが知 られてい る。哺乳類のL
OXの 作用 を考慮す ると、魚皮中 および表層粘 液中のLOXは 、防御機構 と しての
役割 を担 って いる ことが予想 され た。
第5章 マ イ ワ シ皮 ヒ ドロペ ル オ キ シ ドリア ー ゼ の活 性 にっ いて
魚臭、特 に鮮魚臭の成分 は、主 として脂質 由来 であ ると考 え られてい る。一方、
植物 で は、緑葉臭の発生 に、LOX、HPOリ アーゼ系が関与 してい ることが既 に
報告 されて いる。 そこで魚臭 の発生 も本酵素系 が関与 してい るのではないか と予想
し、HPOリ アーゼ活性の有無 および諸性 質を検討 した。
13-c,t一 リノール酸HPOと 粗酵素液 を インキ ュベー トした ところ、加熱
によ り失活す るHpo分 解促進活性 がみ られた(Fig.12)。 この反応 によ り生成す
る揮発性物質 を分析 した ところ、 リノール酸HPO混 合物 を基質 とした場合、 ヘキ
サナー ルの みが生成 した(Fig.13)。 この結果、基質であ るHPOの 分解反応 に選
択性 が ある もの と考え られ、酵素的 に反応 がお こなわれている ことが示唆 された。
未酸化 の リノール酸を基質 とした場合、生成量 は低 くな るが、同様 にヘキサナール
のみが生 成 し、 リノール酸 か ら、LOXに よる13-HPOを 経て、更 に、HPO
リアーゼ によってヘキサナールが酵素的に生成す ることが予想 された。
LOXと 同一 のタ ンパ ク質で あるのか どうかを検討す るた め、 カラムクロマ トグ
ラフ ィー によ り部分精製 を行 った。 ゲル濾過 では、分子量15,000か ら30,000の 画分
にHPOリ アーゼ活性 は集中 してお り、陽 イオ ン交換 カ ラム上で も、LOX活 性 と
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完 全 に一 致 して い た(Fig.14、15)。 また 、HPOリ アー ゼ活 性 の至 適pHは 中性
付 近 で あ り皮LOXと 一致 して い た 。 これ らの こ とか ら、LOXとHPOリ アー ゼ
は、 同一 タ ンパ ク質 で あ る こ とが 考 え られ た 。
ま た 、HPO分 解 反応 が進 行 して い る と き、284nmの 吸 収 が 経 時 的 に増 大 した
(Fi9.16)。LOX反 応 生 成 物 は最 終 代謝 産 物 と して280nm付 近 に吸 収 を もつ 様
々 な物 質 に な る こ とが知 られ て お り、 マ イ ワ シ皮 中 で もこの よ うな反 応 が お こ って
い る もの と考 え られ た。
ヘ キ サ ナ ー ル の生 成 に伴 い ヘ キ サ ノー ル の生 成 も認 め られ 、 ア ル コー ルデ ヒ ドロ
ゲ ナ ー ゼ の存 在 も予想 され た。
これ らの結 果 ガ・ら、 マ イ ワ シ皮 中 の フ レー バ ー生 成 酵 素 系 の存 在 が 明 らか とな っ
た。
総括
マイ ワシ皮 中に存在す る熱失 活性 の脂質酸化促進 物質 は、3種 類 のカ ラムクロマ
トグラフ ィーによ って精製 され、その諸性質 を検討 した結果、 リノール酸 か ら1
3(S)一 ヒ ドロペルオキ シ ドを選択的 に生成す ることな どか ら、 リポキ シゲナー
ゼであ ることが示 された。 しか し、マ イワシ皮 リポキ シゲナーゼ は、 ヘム蛋白質
で ある と予想 され ること、 およびC、8脂 肪 酸 に強 く作用 し、 またエ ステル型脂肪酸
に も作用す ることか ら、従来知 られて いる動物 リポキ シゲナーゼに比 べ非常 に特異
な性質 を示 した。表層粘液 中に も、皮中の ものと同様 の性質 を もっ脂質酸化促進 物
質 が存在 してお り、皮 リポキ シゲナーゼは分泌 されて、生体防御機構 としての役割
を担 ってい ることが予想 された。 マイ ワシ皮中 には、13一 ヒ ドロペルオキ シ ドを
分解 し、ヘキサナールを選択 的に生成す る ヒ ドロペルオキ シ ドリアーゼ活性 も存在
してお り、魚臭 の発生 に関連 があ ると思 われた。本 リアーゼ活性 は、 リポキ シゲ ナ
ーゼ と同一 タンパ ク質 によ り反応が行 なわれてい ることが示 された
。
本結 果か ら、劣 化の速 い皮部 の脂質酸化 は、本酵素系 によ って開始 され、魚臭 の
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審 査 結 果 の 要 旨
リポキシゲナーゼは,多 価不飽和脂肪酸に二原子酸素を添加 し,過 酸化脂質(ヒ ドロペルオキ
シ ド)を 生成する酵素で,植 物性食品では,異 臭の発生,色 素の分解など品質劣化に大 きく関
わっている。一方,動 物組織での発見は比較的遅 く,そ の研究は生化学的なものがほとんどであ
る。食品として利用される動物組織中にも,脂 質過酸化促進因子の存在することは知られている
が,そ の活性は主 としてヘムたんぱ くによる非酵素的なものと考えられてきた。魚類は,高 度不
飽和脂肪酸に富むため,脂 質酸化は大きな問題であるが,魚 類での リポキシナーゼの存在は,非
可食部の鯉で明らかにされたに過ぎない。本研究室では,前 にマイ ワシ皮に熱に不安定な酵素様
脂質過酸化活性の存在を認めたが,本 活性が リポキシナーゼによるものがどうかは不明であった。
本論文では,本 活性が リポキシナーゼであることを明らかにし,精 製により,構 造,反 応性共,
一般の リポキシナーゼとは異なる特異な性質を有することを初めて明らかにしたものである。
本研究では,ま ず始めにマイワシ皮から脂質過酸化活性を指標 として精製を行い,SDS電 気泳
動で単一バン ドを与える活性画分を得た。本標品は,リ ノール酸を酸化 して,13-Z,E一 ヒ ド
ロペルオキシ ドのみを与えた。 さらに,本 酵素は,立 体選択的に酸素を付加(S型)し たので,
リポキシナーゼであることが確認された。本酵素は,遊 離脂肪酸だけではなく,ト リグリセ リド
等のエステル脂質も同様に酸化 し,長 鎖脂肪酸よりもC18酸 に活性が高かった。これらは,動 物
リポキシナーゼとしては他に例のないものである。構造的には,本 酵素はプロトヘムKを 持 って
おり,高 等動植物の既知 リポキシナーゼがすべて非ヘム鉄を含んでいる点と比較して,極 めて特
異であった。
本酵素と同 じ活性が,皮 粘液層に見いだされたことから,本 酵素は粘液に分泌され,防 御機構
を担っていることが推定された。さらに,本 酵素はヒドロペルオキシ ドリアーゼ活性 も有 してお
り,短 鎖のアルデヒドの生成も触媒するところから,魚 臭発生への関与が示唆された。
,以上の結果は,マ イワシを始めとする生鮮魚類の脂質劣化機構のみならず,リ ポキシナーゼに
ついても貴重な新知見を加えるものであ り,著 者に博士(農 学)の 学位を授与する価値があるも
のと判定 した。
一274一
